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9-Phenylxanthene derivatives (I) are new. Xanthene derivatives of formula (I) are new: R1-R5 = H, alkyl, 
aryl, heteroaryl, alkoxy, CN, OH, halogen, NCO, NCS, COOH (or derivative), S03H (or derivative) or 
optionally substituted amino; R6-R11 = H, halogen or optionally substituted alkyl; X, Y = electron- 
withdrawing groups, or one is an electron-withdrawing group and the other is optionally substituted amino. 
Independent claims are also included for the following: (1) a conjugate of a compound (I) and at least one 
biomolecule; (2) a method for determining a substance by detecting a specific binding reaction through a 
change in absorption, fluoresce or fluorescence polarization using the conjugate of (1); and (3) a process 
for preparing compounds (I). 



Data supplied from the esp@cenef database - Worldwide 



@ BUNDESREPUBL1K ® Offenlegungsschrift 

<§> DE 19923168 A 1 



DEUTSCHLAND 



© Int. CL 7 : 

C09B11/28 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® Aktenzeichen: 
® Anmeldelag: 
® Offenlegungstag: 



199 23168.0 
fcO. 5.1999 
23.11.2000 



00 
<0 

CO 
CM 

CD 
0> 



Q 



@ Anmelder: 

Roche Diagnostics GmbH, 68305 Mannheim, DE 



® 
® 



CO 
(O 
r- 

co 

CM 

O 
O 

ui 
Q 



BNSOOClD: <OE_ 



@ Erfinder: 

Daltrozzo, Ewald, Prof. Dr., 78467 Konstanz, DE; 
ReiB, Alexander, Dr., 88699 Frickingen, DE 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Untertagen entnommen 
Neue Fluoreszenzfarbstoffe und ihre Verwendung als Fluoreszenzmarker 



Gegenstand der Erfindung sind neue Xanthenderivate 
der Form el I, 




Reste und Fluor-Reste. 

Bei den Resten X und Y handelt es sich um elektrohenzie- 
hende Reste, wobei mindestens X oder Y ein solcher Rest 
ist, Oder X und Y solche Reste sind. Die Reste X und Y kon- 
nen gleich Oder verschieden se!n. X oder Y kann auch ein 
Amin oder ein substituiertes Amin reprasentieren. 
Mit den erfindungsgemaften Verbindungen werden Mo- 
lekule bereitgestellt, die sich aufgrund ihrer spektralen Ei- 
gerischaften (Absorptionsmaxima im Bereich von ca. 650 
nm und da ruber sowie Emissionsmaxima oberhatb 670 
nm) sehr gut als Farbstoffe und insbesondere Fluores- 
zenzfarbstoffe eignen. 

Die erfindungsgemafien Verbindungen der Formel die- 
nen zur Herstellung von Fluoreszenzkonjugaten, zu deren 
Einsat2 in Immunoassays, zur DNA-Analytik, fur die In vi- 
vo-Diagnoslik oder ... 



R11 



worin R1, R2, R3, R4, R5 unabhangig voneinander Was- 
serstoff, Alky I, Aryl, Alkoxy, Cyano, Hydroxy, Halogen 
oder Carboxyl, Sulfonyl bzw. Derivate davon wie Alkoxy* 
carbonyl, Aryloxycarbonyl, Aktivester, Saurehalogenide, 
gemischte Anhydride oder unsubstituierte oder substitu- 
lerte Aminoreste, speziell n>Aminoalkohole, u>Aminocar* 
bonsauren oder ahAminohalogenalkane sein konnen. 
Bei den Resten R6, R7, R8, R9, R10, R1 1 handelt es sich un- 
abhangig voneinander um Wasserstoff, Alkyl-, substitu- 
te Alkytreste oder Halogenid, besonders bevortugt 
sind Wasserstoff oder Alkylreste mit 1-IOC-AtOmen. oder 
Sulfoalkytreste, besonders Sulfo methyl reste oder Chlor- 
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Beschreibung 

Die beanspruchte Erfindung betrifft die Herstellung neuer Fluoreszenzfarbstoffe, deren Absorptionsbereiche oberhalb 
650 om liegen, die Verwendung dieser Faibstoffe zur Markierung von Biomolekiilen und die Verwendung der Marker- 
5 Biomolekul-Konjugate in diagnostischen Systemen. 

Zur Durchfuhrung immunologischer Assays und in der DNA-Analytik werdeD Marker oder Label benotigt, die nach 
Ablauf einer analy tspezifischen Reakuon eine Quantifuierung des Analy ten erlauben. 

Aufgrund der hohen Sensiti vital haben sich in der letzten Zeit besonders Fluoreszenzlabel durchgesetzt. So ermoglicht 
die Markierung eines Antikdrpers oder eines Oligo-Nukleotids mit FluoreszenzfarbstofFen eine direkte Quantifizierung. 
10 Weil verbreitete Fluoreszenzfarbstoffe sind beispielsweise FTTC (Fluoreszeinisothiocyanat), FLUOS (Fluorescein N- 
Hydroxysuccinimidester), Resorufin und Rhodaminlabel, die aber fiir ihre Anregung relativ aufwendige lichtquellen, 
zum Beispiel Argonlaser, benotigen. 

Die rasche Enlwicklung preiswerter Laserdioden mit einem Emissionsbereich von 630-780 nm, die sich zudem her- 
vorragend zum Aufbau rniniaturisiener Systeme eignen, macht Farbstoffe wtinschenswen. die in diesen Wellenlangerh 
15 bereichen absorbieren. 

In EP-A-0 543 333 werden peniazyklische Rhodamin-Farbstoffe beschrieben, die als Label eingesetzt werden konoen. 
Die Schwerpunkte der Absorption solcher Farbstoffe liegen im Bereich von 660 nm. 

In der WO 88/047 77 werden Phtbalocyaninfarbstoffe beschrieben, die allerdings mehr als eine funktionelle Gruppe 
besitzen, so daB sie bei Konjugation, zum Beispiel mit Antikorpem, zu Vernetzungen und Produklgemischen ftthren,die 
20 einen groBen Reinigungsaufwand erfordem. 

In DE 195 21 231 werden neue Ox azin farbstoffe und deren Verwendung als Fluoreszenzmarker beschrieben, die ein 
Absorpiionsmaxirnuin bis zu 700 nm besitzen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Farbstoffe zur Verfugung zu stellen, die sich fur eine Kupplupg mil biolo- 
gischenMolekiilen eignen, die iiber eine hohe Quantenausbeule verfiJgen, in einem Spektralbereich oberhalb 650 nm ab- 
25 sorbieren und eine mogUchst geringe unspezifische Bindung an biologische Verbindungen oder an Festphasen aufwei- 
sen. 

Gelost wird die Aufgabe durch die Erfindung, wie sie in den Anspriichen charakterisiert ist. 
Gegenstand der Erfindung sind neue Xanthenderivate der allgemeinen Formel I, 
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45 worin Rl, R2, R3, R4, R5 unabhangig voneinander Wasserstoff, Alkyl, Aryl, Heieroaryl, Alkoxy, Cyano, Hydroxy, Ha- 
logen, Isocyahal, Isothiocyanai oder Carboxyl, Suifonyl bzw. Derivale davcm, wie Alkoxycarbonyl, Aryloxycarbonyl 
Aktivcstcr, Saurchalogcriidc, gcmischtc Anhydride oder unsubstituicrtc oder substituicrtc bzw. unsubsituicrtc Aminorc- 
ste, speziell co-Aminoalkohole, co-AminocarbonsSuren oder (O-Aminohalogenalkane sein konoen. 
Als vorteilhaft hat sich herausgestellt, wenn mindestens ein Rest der Gruppe Rl, R2, R3 t R4, R5 ein Halogen, insbe- 

50 sonqere Fluor oder Chlor, darstellt und mindestens ein Rest der Gruppe Rl, R2, R3, R4, R5 eine funktionelle Gruppe ist, 
bevorzugt eine Saure-Gruppe, besonders bevorzugt eine CarbonsSure oder ein Carbonsaure-Derivat. 

Bei den Resten R6, R7, R8, R9, R10, Rll handell es sich unabhangig voneinander um Wasserstoff, Alkyl-, substitu- 
ierte Alkylreste oder Halogenid, besonders bevorzugt sind Wasserstoffe oder ALkylreste mit J- 10 C-Atomen, oder Sul- 
foalkylreste, besonders Sulfomethylreste oder Chlor-Reste und Fluor-Reste. 

55 Mindestens ei ner der Reste X oder Y ist elektronenziehend. Bevorzugte elektronenziehende Reste sind C-Nukleophile 
aus aktivierten Methylarornaten oder •heteroaxomaten, wie z. B. Heteroarylidencyanmethine vom Typ der 2-Benzthiazo- 
lylidencyanmethine bzw. 2- oder 4^hinolinylidencyanmethine oder Malonsaurederivate, wie 2-Propyldinitril-Reste 
oder CyanessigsSureester. 

Mindestens ist X oder Y ein solcher Rest, oder X und Y sind solcbe Reste. Die Reste X und Y konnen gleich oder ver- 
60 schieden sein. 

Desweileren kann es sich bei X auch um Amin-, bzw. substituiene Amin-Reste handeln, besonders bevorzugt sind Al- 
kyl-substituierte bzw. cyclische Amine, wobei dann Y ausgewahlt wird aus der Reihe der eleklronenziehenden Reste 
(insbesondere Heteroarylidencyanmeihin-Reste bzw. Malonsaurederivate), wie sie oben beschrieben sind. 

Mil den erfindungsgemaBen Verbindungen werden Molekiile bereitgestellt, die sich aufgrund ihrer spektralen Eigen- 
65 schaften (Absorpdonsmaxima im Bereicb von ca. 650 nm und dartiber sowie Emissioiismaxima oberhalb 670 nm) sehr 
gut als Farbstoffe und insbesondere als Ruoreszenzfarbstoffe eignen. Besonders bevorzugt sind Absorptionsmaxima 
Ober 700 nm. Dabei kdnnen die spektralen Eigenschaften der Molekule dadurch verandert werdeo, daB Idenutat, Anzahl 
und Positioo der Reste bezughch Rl, R2, R3, R4 # R5, R6, R7 t R8, R9, RIO, Rll verandert werden. Auf diese Weise las- 
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sen sich Fluoreszenzfarbstoffe mil nahezu beliebigen Absorptions- und Emissionsrhaxiina oberhalb 650 nm herstelten. 
Ein Gegensiand der Erfindung ist somil auch die Venvendung der erfindungsgemaBen Xanthen-Derivate als Fluores- 
zenzfarbstoff bzw. als Laserfarbstoff. 

In den erfindungsgemaBen Verbindungen der allgemeinen Forniel I liegt vorzugsweise zumindest einer der Resie Rl, 
R2, R3, R4, R5 ais eine kupplungsfahige, aktivierte Gruppe Oder zu einer Kupplung aklivierbaxen Gruppe vol Eine sol- 5 
che aktivierte Gruppe leitel sich insbesondere von einer aktivierbaren Carbonsaure- oder Sulfonsauregruppierung ab, 
und ist zum Bei spie l ein Saureester, ein SSureanhydrid, ein Saurehalogenid, vorzugsweise Bromid, insbesondere Chlorid 
oder ein N-Hydroxy-Succinimidester oder ein 0>-Allcylhalogenid. Desweiteren kann es sich bei einer solchen aktivierten 
Gruppe auch z. B. urn Phosphoramidite handeln. 

Die Tabelle gibt einige Beispiele fur aktivierte, kupplungsfahige Gruppen. Dem Fachmann sind weitere solcher Grup- 10 
pen aus der Synthesechernie fiir Konjugate bekannt. 



Tabelle 1. 



Aktivierte Gruppe 


VerknOpfung mit 


Produkt 


15 


NHS-Ester 


Amine 


Amid 




Isothiocyanat 


Amine 


Thioharnstoff 




(Gemischtes) Anhydrid 


Amine 


Amide 


20 


Maleinmid 


Thiol 


Thioether 




Thiol 


Maleinmid 


Thioether 




Haloacetyl 


Thiol 


Thioder 


25 


Hydrazine 


Aldehyd 


Hydrazone 




Amine 


Aldehyd 


Amine (nach reduktion) 




Amine 


Reaktive Carbonsaure 


Amide 


30 


Phosphoramidite 


GeschOtzte Nukleotide 


Gelabelte Oligonukleotide 





Zur Herstellung von Konjugaten, welche die erfindungsgemaBen Xanthenderivate enthalten, konnen aktivierte Deri- 35 
vate synthetisiert werden, die beispielsweise zur Markierung von Biomolekulen oder anderen analytischen Reagenzien 
geeignet sind. Die Herstellung der aktivierten Derivate erfolgt iiber mindestens eine der aktivierbaren Gruppen an den 
Resten Rl, R2, R3, R4, R5 bzw. X oder Y, wobei die Aktivierung nach vorbekannten Standardprotokollen erfolgen kann, 
die dem Fachmann bekannt sind. In der Regel erfolgt die Aktivierung Uber mindestens eine Hydroxylgruppe, Amino-, 
Sulfo- oder Carboxylgmppe von Rl. R2, R3, R4 oder R5. 40 

AbhSngig vom spateren Verwendungszweck konnen verschiedene reaktive Gruppen eingefilhrt werden. Phosphora- 
midite und H-Phosphonate konnen beispielsweise von einer HydxtiXylgruppe abgeleitet werden. Die Herstellung von 
Xanihen-Phosphoramiditen bzw. H-Phosphonaten erfolgt somit in der Regel nach vorbekannten Protokollen (Methods in 
Mol. Biol. Vol 20, "Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis and Properties", S. Agrawal Hrsg., Humana 
Press Toiowa, NJ). 45 

N-Hydroxy-Succininimid (NHS)-Esier werden dagegen in der Regel von einer Carboxylgruppe abgeleitet, Malein- 
imidc von cincr Aminogruppc (P. Y. Rcddy, SynthcsisU998) 999) oder durch Vcrlfingcrung cincr aktivierten Carbon- 
saure mit einem entsprechenden (u-Amiooalkylindeinimid. 

Die Herstellung von NHS-Estem erfolgt dabei vorzugsweise nach dem in EP 0 543 333 beschriebenen Verfahren* wo- 
bei die freie CarbonsSure mit NHS in Gegenwart eines Kondensationsreagenzes, wie beispielsweise DCC oder MEI um- 50 
gesetzt wird. Die Herstellung von Xanthen-Isothiocyanaten erfolgt vorzugsweise durch Reaktion von Aminogruppen mit 
Thiophosgen (Advanced Organic Chemistry, Mc Graw Hill, 2 ad edition, S. 383, 1997). 

Gegenstand der Erfindung sind somit auch aktivierte Derivate der erfindungsgemaBen Xanthene. \forzugsweise han- 
delt es sich bei den reaktiven Gruppen der aktivierten Derivate um PhosphoramidiL, N-Hydroxy-Succininimid (NHS)- 
Ester, Malei nimid-Alkylamid, H-Phosphonat oder Isothiocyanat oder CD-Alkylhalogenide. 55 

Gegenstand der Erfindung sind femer Konjugate, die durch Bindung erfindungsgemaBer Xanthenverbindungen bzw. 
deren aktiviener Derivate erhSltlicb sind. Derarlige Konjugate bestehen folglich aus mindestens zwei Komponenten, von 
— denen eine Komponente ein erfindungsgeraaBes Xanthen-Derivat darstellt. Ausgehend von den aktivierten Derivaten er- 
folgt die Herstellung der Konjugate nach Standardprotokollen. Die jeweils geeigneten Konjugationsmethoden sind dem 
Fachmann bekannt 60 

Die erfindungsgemaBen Konjugate konnen filr analytische Zwecke eingesetzi werden, sobald eine zweite Kompo- 
nente des Konjugates an einen zu beslirnmenden Bindungspartner binden kann, und der gebildele Komplex nach Anre* 
gung mit Licht einer geeigneten Absorptionswellenlange dadurch nachgewiesen wird, daB die emittierte Fluoreszenz des 
gebildeten Komplexes detektiert wird. 

Aufgrund der Absorption im NIR sind die erfindungsgemaBen Verbindungen auch geeignet filr in-vivo Anwendungen. 65 
Hierzu werden wasseriSslicbe Deri vale der erfindungsgemaBen Farbstoffe und deren Konjugate mil BiomolekUlen ein- 
gesetzL Die in-vivo-Messungen erfolgen iiber eine Bestimmung der Fluoreszenz oder der Absorption. 

Besonders geeignet ist der Einsatz der erfindungsgemaBen Konjugate filr Analysen zu diagnostischen Zwecken bzw. 
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fur Analysen von medizinischem oder biologischem Material. Gegenstand der Erfindung sind daher insbesondere solche 
Konjugate, die mil einem Biomolekul interagieren konnen. Dabei handelt es sich in der Regel urn Konjugale, die als wei- 
tere Komponente in der Regel selbst ein oder mehrere Biomolekiile enlhalten. 
Bei diesen, in den Konjugaten enthaltenen Biomolekulen kann es sich beispielsweise um einzelstrangige oder doppel- 

5 strangige Nukleinsauren wie DNA, RNA, bzw. Triplexslrukturen oder Nukleinsaure-analoga wie PNA, Oligonukleotide 
sowie Oligonukleotid-Derivate, aber auch einzelne Nukleoude, Nukleotid-Derivate, Nukleotid-Analoga oder Nukleosid- 
Triphosphate handeln. Die Markierung derartiger Molekiile erfolgt an der 5 -Position bevorzugt iiber einen NHS-Ester 
oder ein Pbosphoramidit, an der 3'-Position dagegen bevorzugt iiber ein Farbstoffsubstituiertes Tragermaterial wie zum 
Beispiel CPG. Die Markierung an anderen Stellen wie beispielsweise den Nukleinsaure-Basen erfolgt ebenfalls vorzugs- 

»0 weise fiber einen NHS -Ester 

Irn Falle einer Markierung von Proteinen, Proteinkornplexen, Antikorpem oder Aminosauren wird die Konjugation 
bevorzugt iiber NHS-Ester, m-Maleinimide oder Isothiocyanat oder oAlkylhalogenide durchgefuhrt. Beispiele fur wei- 
tere Konjugatkomponenten sind Vitamine, Steroid-Hormone, Lipidmolekule sowie Haplene. Dariiber hinaus konnen 
auch komplexere biologische Strukturen wie Membranfraktionen oder ganze Zellen entsprechend markiert werden. 

15 Eine besondere Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Konjugate stellen Oligonukleotide dar, die nut einem erfin- 
dungsgemaBen Xanthen-Derivat konjugiert sind. Auf diese Weise markierte Oligonukleotide konnen flir vorbekannte 
Methoden derDetektion und Analyse von Nukleinsauren, beispielsweise durch in situ Hybridisierung (Meyne and My- 
zis. Methods Mol. Biol. 33. 63-74, 1 994) oder auch als Primer bei verschiedenen Sequenzierverfahren zum Einsatz kom- 
men (Sheealy et al., Anal. Chem. 67, 247-251, 1995). 

20 Neben der chemisch-synthetischen Markierung von Nukleinsauren konnen mit erfindungsgemaBen Xanthenfarbstof- 
fen markierte Ribonukleosidtriphosphate bzw. Desoxyribonukleosidtriphosphate als Substrate fiir Polymerasen durch 
verschiedene enzymatische Reaktionen in Nukleinsauren eingebaut werden. Dies geschiehl flir DNA mithilfe von DNA- 
Polymerasen beispielsweise mit der Methode der Nick Translation (Rigby et al., J. Mol. Biol. 113, S. 237, 1977) oder 
durch "Random Primed Labeling" (Feinberg and Vogelstein, Anal. Biochem. 137, S. 266, 1984). Im Falle von RNA ge- 

25 schieht dies beispielsweise durch T3, T7 oder SP6 RNA-Polymerasen im Sinne einer Transkription. Eine weitere Me- 
thode der Markierung von Nukleinsauren ist iiber eine sogenannte "3-tailing-Reaktion mit Hilfe von lerminaler TVansfe- 
rase moglich. 

Gegenstand der Erfindung ist somit auch die Verwendung erfindungsgemaBer Konjugate zur Markierung von Nukle- 
insauren durch chemische oder enzymatische Methoden sowie die Verwendung erfindungsgemaB markierter Hybridisie- 
30 rungssonden zur Detekiion und Analyse von Nukleinsauren. 

Fiir einen analyiischen Nachweis wird das erfindungsgemaBe Xanthen-Derivat zunachst mit Lichl einer gccigncten 
Wellenlange angeregt, wobei als Lichtquelle beispielsweise Laser; Laserdioden oder LEDs verwendet werden. Die De- 
tektion der FluoresTenz erfolgt je nach Analyt durch MeBmeihoden, die dem Fachmann bekannt sind. Beispiele hierfur 
sind Fluoreszenzmikroskopie fiir in-situ Methoden oder aber die Detektion der emittierten Strahlung durch geeignete 
35 Photodioden. 

Alternauv zur direkten Anregung des erfindungsgemaBen Farbstoffs mil Strahlungsenergie geeigneter Wellenlange 
kann die Anregung auch durch einen sogenannten Fiuoreszenz-Resbnanz-Energie-lransfer erfolgen. Bei diesem Prinzip 
wird ein zweiter Fluoreszenzfarbstoff mit Licht einer geeigneten Wellenlange angeregt Aufgrund der raumlichen NShe 
der beiden Farbstoffc findet daraufhin ein strahlungsloser Energie-Transfer auf das erfindungsgemaBe Xanthen-Derivat 

40 stall (Van der Meer et al., Resonance Energy Transfer, VCH, 1994). Die Detektion des von diesem MolekUl bei einer be- 
stimmten Wellenlange emittierten lichtes kann bevorzugt der quarititativen Bestimmung des Analyten dienen. (Jegen- 
stand der Erfindung ist somit auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Xanthen-Derivates bzw eines entsprechen- 
den Konjugates als Bestandteil eines Houieszenz-Resonanz-Energie-TVansfer-Systems. 

Vorzugsweise dienen dabei die erfindungsgemaBen Verbihdungen als Resonanz-Energie-Akzeptoren. 

45 Bevorzugte Resonanz-Energie-Donoren fiir alle erfindungsgemaBen Verbindungen, sind spektral geeignete Fluores- 
zenzfarbstofTe-Konjugale. Gegenstand der Erfindung ist soimt auch die Verwendung erfindungsgemaBer Xanlhenderi- 
vatc bzw. cntsprcchcndcr Konjugate zusammcn mit gccigncten Fluoreszenz- Rcsonanz-Donor- Konjugaten als Fluorcs- 
zenz-Resonanz-Energie-Akzeptor in einem Fluor e^nz-Resonariz-Energie-TYahsfer-System, 
FQr den quantitativen Nachweis von Nukleinsauren sind mil Rttoreszenzfarbstoffen markierte Hybridisierungssonden 

50 wie beispielsweise Oligonukleotide geeignet, die nach dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-ElektrOnen-Transfers 
(FRET) detektiert werden konnen. Beispielsweise kann im Falle von Oligonukleotiden das 5' Ende mit jeweils einer 
FarbstofF-Komponente des FRET Systems sowie das 3' Ende mil der jeweils anderen Farbstoff-Komponente des FRET 
Systems markiert sein. Die Oligonucleotide konnen dabei jeweils auch innerbalb der Sequenz markiert sein. 
In einer bestirnmten Ausfiihrungsfonn wird ein solches mit 2 Farbstoffen markiertes Oligonukleotid wahrend einer 

55 Nuldrinsaureampfi fikation zur Detektion der entstehenden Produkte eingesetzt, wobei die Emission des Fluoreszenz-Re- 
sonanz-Energie-Donors bestirnrnl wird! Ist das Oligonukleotid nicht an das Target gebunden, so ist aufgrund des strah* 
iungsfreien Energietransfers keine Fluoreszenz des Donors meBbar. Bindet jedoch das Oligonukleotid an die Target 
DNA, so werden aufgrund von Exonukleaseaktivitfiten der verwendeten DNA-Polyrnerase die zwei Farbstoffkomponen- 
ten raumlich voneinander getrennt, sodaB eine Fluoreszenz des FRET-Donors meBbar wird (US 5,210,015). 

60 In anderen bevorzugien Ausfilhrungsformen befinden sich die verschiedenen Farbstofife an zwei verschiedenenen Hy- 
bridisierungssonden, die in raumlicher Nahe an die Target-Nukleins&ure hybridisieren ktinnen. Dabei kann es sich bei- 
spielsweise um zwei Oligonukleotid-Sonden handeln, die an den gieichen Strang der larget-Nukleinsaure hybridisieren, 
wobei der eine Farbstoff sich am 3 -terminalen Nukleotid der ersten Sonde befindet und der andere Farbstoff sich am 5' 
terrrdnalen Nukleotid der zweiten Sonde befindet, sodaB die Distanz zwiscben beiden nur eine geringe Anzahl von Nu- 

65 kleotiden betrigt wobei diese Anzahl zwischen 0 und 30 liegen kann. Bei Verwendung von Fluorescein id Kombinaiion 
mit einem erfindungsgemaBen Xanthen-Derivat haben sich Abstande von 0-15, insbesondere 1-5 Nukleotiden und in 
vieleo Fallen von einem Nukleotid als vorteilhaft herausgestellL Unter Wahrung der Nukleotid-Abstande zwiscben den 
Farbstoflkomponenten konnen auch Sonden verwendet werden, die nicht terminal, sondem intern mit einem der Farb- 
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sioffe konjugiert sind. Bei doppelstrangigen Target- Nukleinsauren konnen auch Sonden eingesetzi werden, die an ver- 
schiedene Strange des Targets binden, sofern ein besdmmter Nukleotidabsiand von 0 bis 30 Nukleotiden zwischen den 
bei den Farbstoff-Komponenten besieht 

Gegenstand der Erfindung isi somiL ferner die Verwendung eines erfindungsgemaBen Konjugates bestehend aus einem 
Oligonukleotid und einem erfindungsgemaBen Xanthen-Derivat zur Analyse von Nukleinsauren, wobei ein weiteres 
Konjugat, bestehend aus einem zweiten Oligonukleotid und einem weiteren geeigneten Fluoreszenzfarbstoff eingesetzi 
wird und nach Anregung eines Farbstoffs, welcher yorzugsweise an das zweite Oligonukleotid gekoppelt ist, ein Fluo- 
reszenz-Resonanz-Energie-Transfer stattfinden kann, Entsprechend markierte Oligonukleotidkombinationen werden im 
Folgenden als "FRET-Paare" bezeichnet. 

Als besonders vorieilhaft hat sich der Einsatz derardger FRET-Paare zum Nachweis von Ampbfikadonsprodukien 
wahrend oder nach einer Polymerase-Kettenreaktion herausgestelli. Gegenstand der Erfindung ist deshalb ferner die Ver- 
wendung eines erfindungsgemaBen Konjugates als Bestandteil eines FRET-Paares zur Detektion von Reaktionsproduk- 
ten einer Nukleinsaure-Amplifikationsreaktion. In einer besonderen Ausfuhrungsform kann einer der beiden Amplifika- 
tionsprimer zugleich mil einem der beiden eingeseizten Farbstoffe markiert sein und somit eine der beiden Komponenten 
des FRET beisteuem. 

Der Einsatz von geeigneten FRET-Paaaren zur Detektion der Amplifikationsprodukte ennogtichl ein sogenanntes 
"Real-Time Monitoring" von PCR-Reaktionen, wobei Daten zur Generierung des Amplifikationsprodukts in Abhangig- 
keil von der Zahl der durchlaufenen Reaktionszyklen ermitielt werden konnen. Dies geschieht in der Regel dadurch, daB 
aufgrund der Reaktions- und Temperaturbedingungen wahrend des notwendigen Annealings der Amplifikadonsprimer 
auch die Oligonukleodde des FRET-Paares an die TWget-Nukleinsaure hybridisieren und bei geeigneter Anregung ein 
entsprechend meBbares Fluoreszenzsignal emittiert wird. Aufgrund der erhaltenen Daten kann somit die Menge der ur- 
sprilnglich eingeseizten Target-Nukleinsaure quanthativ bestimmi werden. Deshalb konunt derartigen Ausfiihrungsfor- 
men eine besondere Bedeutung bei quandtativen KT- PCR Experimenlen zu, bei denen RNA-Konzentrationen einer bio- 
logischen Probe quandfizierl werden! Gegensland der Erfindung ist somit auch die \ferwendung von erfindungsgemaBen 
Konjugaten als Bestandteil eines FRET-Paares zur Detektion von Reaktionsproduklen einer NukJeinsaure-Amplifikati- 
onsreaktion, wobei das Reakdonsprodukt in jedem Zyklus detektiert wird. Gegenstand der Erfindung ist femer die \fer- 
wendung von erfindungsgemaBen Konjugaten als Bestandteil eines FRET-Paaxes zur DurchfUhrung einer quantitative 
Bestimmung der zu amplifizierenden Nukleinsaure. 

In einer anderen Ausriihrungsform erfolgt die Detektion des Amplifikationsprodukles nach Beendigung der Ampliti- 
kaiionsreakUon, wobei nach Hybridisierung des FRET-Paares an die zu detektierende Tfcrget-Nukleinsaure die Tempera- 
tur im Rahmen einer Schmeizkiirvenanalyse wiederum kontinuierlich erhdht wird. Gleichzeitig wird die in Abhangigkeit 
von der Tfcmperatur emittierte Fluoreszenz bestimmt Auf diese Weise werden Sequenzen detektiert, die aufgrbnd be- 
stimmter Mismatches weniger stringent mitdem eingesetzlen FRET-Paar hybridisieren. Die auf diese Weise ermittelten 
Schmelzpunkle dienen so dem Nachweis von Punktmutationen oder anderen Polymorphismen. Gegenstand der Erfin- 
dung ist deshalb auch die Verwendung von erfindungsgemaBen Konjugaten als Bestandteil eines FRET-Paares zur Be- 
sdmmung von Schmelzkurven, insbesondere bei der Identification von Polymorphismen und Punktmutationen. 

Solche Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer Prozesse lassen sich genereli zur Bestimmung von Molekiil-Molekul- 
Interaktionen verwenden, wie z. B. Protein-Protein Wechselwirkung oder Antigen-AndkSrper-Reakdonen. Ein besonde- 
rer Vorteil ist die Reakdon unter homogenen Bedingungen, 

Als Gegenion l&Bl sich jedes zur Ladungsneutralisierung geeignele und mil dem je nach pH vorliegenden anionischem 
Grundgeriist kompadble Kadon verwenden. 

Bei der Synthese der erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel I handelt es sich urn den Ersatz nukleofuger Gmp- 
pen in 3\6-Posidion von Xanthenen oder Fluoranen durch C-Nukleophile, die aus CH-aciden Verbindungen mitBasen 
erhallei) werden kOnnen. Als nukleofuge Abgangsgruppen kdnnen die Halogene (Fluor, Chlor, Brom, Jod), StyR- bzw. 
S03R-Gruppen (R = alkyl, aryi). Phosphite etc., als C-Nukleophiie, die mit Basen herstellbaren Derivate (Anionen) CH- 
acider Verbindungen. wie durch eleklronenziehende SubsdluwUen akdvierle Methylaromaten bzw. Methylheleroaro- 
maicn oder Malonsaurcdcrivatc eingesetzi werden. Bcvorzugt werden 3\6'-Dichlorfluoranc, die aus 3',6-Dihydroxyfluo- 
raneh mit POCI3/PCI5 gem. Literatur (A. v. Bayer, Liebigs Ann. 183 (1876) 18) zuganglich sind, mil den mit LDA (LU- 
hiumdiisopropylamid) erhaltlichen Derivaten CH-acider Verbindungen umgesetzt 

Die Ausgangsverbindungen werden bevorzugt so gewahlt, daB das Syntheseprodukt eine aktivierbare Gruppe eothalt. 
Solche akdvierbaren Gruppen werden nach bekannten Melhoden zu kupplungsfahigen Gruppen akriviert und mit reak- 
liven Gruppen biologisch akdver Molekille zu BiomolekUl-Farbstoff-Konjugalen gekuppelt, Dabei kdnnen zwischen den 
akdvierten Gruppen und den biologisch aktiven MolekUlen noch Linker eingebaut werden. 

Linker dienen dazu den Abstand zwischen den erfindungsgem&Ben Farbstoffen und den BiomolekQlen zu variieren. So 
kann zum Beispiel Aminocapronsaure zur Verlangerung an eine CarbonsSure eingefUhrt werden. Auch kann damit eine 
Anderung der FunkdonalitSt bewirkt werden, wie zum Beispiel durch Reakdon einer CarbonsSure mit einem Maleinimi- 
doalkylamin. Desweiteren kann Obex Ladungen im Linker auch zusatzlich dieLoslichkeit des Farbstoffes beeinfiuBl wer- 
den. besonders geeignet sind hierfur AminosSuren mil Ladungstragern, wie Lysin oder Glutaminsaure. 

Mit den erfindungsgemaBen Verbindungen werden neue Verbindungen bereitgestellt, die sich aufgrund ihrer spektro- 
skopischen Eigenschaften (Absorpdonsmaximum oberhalb 650 nm) sehr gut fur kupplungsfahige Absorptionsfarbstoffe. 
insbesondere Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Anwendung in Hapten-, Antik&rper-, Protein-Konjugaten. zur PolynukJeotid- 
markierung und zur Anfarbung von Ladces (Buoreszenzladces) eignen. 

Fiir den Einbau in Ladces sind besonders solche Farbstoffe der erfindungsgemaBen Xanthen-Derivate geeignet, die 
sich in organischen/nichl wassermischbaxen Losungsmitteln ldsen und die durch ein Quellverfahren in Ladces eingebaut 
werden konnen. Solche fluoreszierende Ladces. die einen Durchmesser von ca. 50 nm bis zu mehreren urn haben kon- 
nen, k6nnen miuels verschiedener Beschichtungsmelhoden z. B. mil Proteinen, Haptenen oder Nucleinsauren beladen 
werden. 

Geeignet sind auch Farbstoffmischungen, welche mindestens einen erfindungsgemaBen Farbstoff enthalten, so daB in- 
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nerhalb der einzelnen Latexpartikel ein Resonanz-Energy-Transfer stanfmden kann. 
Partikel mil gleicher Absorptionslange und unterschiedlichen Emissionswellenlangen eignen sich fiir Multiparameter- 

Analysen, d. h. fur die Beslimmung verschiedener Analyie in einer Probe. 
Fur die Anwendung in Haplen-/Antik6rper-/Protein- oder Polynukleotidkoojugaten ist es vorteilhaft. weno die Farb- 
5 stoffe gut wasserloslich sind. Fiir diesen Verwendungszweck werden deshalb vorzugsweise Verbindungen der allgemei- 

nen Formel I eingesetzi, in denen Rl, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R 10, R 11 rnoglichst hydrophil sind. ^rzugsweise 

sind diese Verbindungen substituierte Produkte, die zum Beispiel Carbdxyl- oder/und Sulfonsauregruppen enthalten. Die 

Kupplung zum Konjugat erfolgt Uber mindestens einen der akiivierten Substituenten der Reste Rl, R2, R3, R4, oder R5 

und insbesondere iiber eine Hydroxysuccinimidgruppierung. 
10 Konjugate der Fluoreszenzfarbstoffe mil Haptenen, wie zum Beispiel Theophylin, Digoxin, T3, T4 oder Protein, wie 

zum Beispiel Antikorper, eignen sich zum Beispiel zum Einsatz in diagnostischen Systemen, insbesondere fiir Fluores- 

zenzimmunoassays oder Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays. 
Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung einer ersten immunologisch 

bindefahigen Substanz, das dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Konjugat einer erfindungsgemaBen Verbindung mit ei- 
15 ner zweiten (immunologisch) bindefahigen Substanz, die gleich oder verschieden mil der ersten Substanz sein kann, ver- 

wendet wird und daB die durch eine (itrununologische) Bindungsreakuon, welche fur die erste Substanz speziftsch ist, 

verursachte Absorptions- oder Fluoreszenzanderung oder Fluoreszenzpolarisationsanderung der erfindungsgemaBen 

Verbindung als MaB fiir die Menge der in der Probe enthaltenden zu besdmmenden Substanz bestimmt wird. 
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Konjugate fiir Immunoassays. 
20 Im Folgenden ist an einer Reihe von konkreten Beispielen die Synthese der erfindungsgemaBen Xanthenderivate auf- 

gezeigL 

Ist die Grundstruktur ein Fluoran, so liegt die Carboxylfunktion in Position Rl der Formel I als Lactonring vot AUe 
anderen Reste R2 bis Rll entsprechen den in Anspruch 1 ausgefUhrten Definitionen. Wie dem Fachmann bekannt ist, 
laBt sich die Fluoranform, welche durch einen geschlossenen Lactonring am Rest Rl gekennzeichnet ist, durch Ringoff- 
25 nung in die Xanthenform uberfuhren. Die Erfindung deckt beide Grundstrukturen ab. 

Xanthen Fluoran 




45 Fur die Synthese einer Reihe von Substanzklassen (2, 4, 6, 8) gellen die folgenden aUgemeinen Af beitsbedingungen, 
welche fallweise auch fur die Synthese anderer Substanzklassen zum TVagen koimnen. (A) Unier SchuUgasbedingungen 
wird aus Diisopropylamin und n-Butyllithium cine 0,1 M Ldsurtg von LDA (Uthiumdusopropylamid) in Dioxari bcrci- 
tet. Man kiihlt auf etwa TC ab und gibt die aquimolare Menge einer CH-aciden Komponente zu. Diese Mischung wird 
bezeichnet als LDA-CH-acid. Zu der so hergestellten Mischung LDA-(!H-acid wird das 3',6'-abgangsgruppensubstitu- 

50 ierte Fluoranderivat erivat (0,4 Mol je Mol LDA) gegeben und sechs S tunden unter RuckfluB erwarmt. AnschlieBend ar- 
beitet man gemaB Aufarbeitungs-Methode 1 bzw. 2 auf 

Methode 1 

55 Die Reaktionslosung wird im Vakqum zur Trockne eingeengl und der Rticksland in Methanol aufgenommen. Die JL6- 
sung wird mil Essigsaure bis zum Farbumschlag angesauen und das Lbsungsrnittel im Vakuum abdestilliert Der verblei- 
bende Ruckstand wird mit Wasser gewaschen und saulenchromatographisch gereinigt 

Methode 2 

60 

Die Reakdonslosung wird heiB abgesaugi und der FUterrUckstand zunachst mit heiBem Dioxan. dann mit Diethylether 
gewaschen. Man lost den verbliebenen ROckstand in Methanol oder Wasser und sautrt mit Minerabaure bis zum deutli- 
chen Farbumschlag an. Dos Ldsungsmittel wird im Vakuura abdestilliert und das so erhaltene Rohprodukt mit Wasser ge- 
waschen. AnschlieBend wird gegebenenfalls durch Saulenchromatographie gereinigt. 
65 Konkrete AusfUhrungsbeispiele fiir die Substanzen 2a, 6e und 8a findeo sich in den Beispielen 1 bis 3. Andere Bei- 
spiele aus diesen Substanzklassen sind den labellen 2, 6 und 8 zu entnehrnen. 

FQr die Substauzklasse 3 - welche zwei unterschiedlicbe elektronenziehende Gruppen aufweist - gibt es ebenf alls eine 
allgemein gliltige Vorgebensweise. Man verfahrt wie unter (A) beschrieben, arbeiiet allerdings mit einem aquimolareD 
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Verhaltnis einer ersten LDA-CH-acid-Mischung unci dem 3\6'-abgangsgruppensubstituierLen Fluoranderivat. Aufgear- 
beitei wird, wie unler Meihode 1 beschrieben. 

Das so erhaltene Produkt wird erneut mil der aquimolaren Menge des Lithiumsalzes einer zweiien LDA-CH-acid-Mi- 
schung in Dioxan umgesetzt. Dieses Lithiumsalz wird aus einer zweiien CH-aciden Koniponente und IDA erhalten. An- 
schlieBend wird emeut nach der Meihode 1 aufgearbeitet. 

In Beispiel 4 wird diese Methode anhand von Substanz 3b exemplarisch fUr diese Substanzklasse (vergl. Tabelle 3) ge- 
zeigi. 

Fur die Substanzklasse 1 wird zunachst wie unler (A) beschrieben vorgegangen und das so erhaltene Zwischenprodukl 
isolierl. 

Dieses wird anschlieBend. je nach Siedepunkt des Amins. mil oder ohne Losungsmiitel bei erbShter Temperatur (ca. 
100°Q umgesetzt Die Reaklionslosung wird dann auf Eis/Wasser gegeben und mil Salzsaure angesauerl. Dabei fallt das 
Produkt aus, man saugt ab und reinigl sMenchromatographisch, 

Beispiel 5 stelli exemplarisch anhand der Substanz 1 a das generelle Vorgehen fur die Substanzklasse 1 dar (vergl. auch 
Tabelle 1). 

Die angegebenen Verbindungen der Klassen 1, 2, 3, 4, 6 und 8 konneo z. B. nut Dicyclohexylcarbodiimid in Pyridin 
mit verschiedenen Alkoholen verestert werden. So konnen z. B. die Substanzklassen 5, 7 und 9 erhalten werden. 

Beispiel 1 

Synthese von 3 , ,6 , -Bis-(2-benzihiazolybden-ryanmethin)-fluoran 2a 




Ansatz: 10,0 g 3\6 , -Dichorfluoran (0,027 mol) 
19,0g2-Cyanmethylbenzthiazoll2 * 95 g J (0,109 mol) 
11,6 ml t-Butylamin {2 ■ 58 ml] (0,11 mol) 

11,0 mln-ButyUithium, 10M in Hexanfraktion [2 * 55 ml] (0,110 nimol) 
Durchfuhrung: Methode 2 

tteinigung: Die Substanz fallt bereits mil hoher Reinheit. an 

Ausbeute: 13,6 g = 0,021 mol = 78% d. Th. 

Analyse: C^viWfii M g =* 644,74 g/mol 

Ber: C 70,79%; H 3,13%; N 8,69%; 

Gef: C 70,74%; H 3,23%; N 8,43% 

Schmelzpunkt: 210°C(Z) 

'H-NMR: 400 MHz LM: CDjOD + CH 3 ON a 



Protonen 


□ [ppm] 


Signal- 




(Anzahl) 


aufspaltung / J (.Hz] 


H4 


8,01 (1) 


m 


H5/6 


7,57 (2) 


m 


H7 


7,27 (1) 


m 


H 178' 


7,00 (2) 


d/9,0 


H277 


7,48 (2) 


s (breit) 


H 475' 


8,44(2) 


s (breit) 


H 4/7 (Bz) 


7,73 / 7,80 (4) 


d/8,1 


H 5/6 (Bz) 


7,15/7,35 (4) 


t/7,6 



to 



IS 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



FT-IR (KBr): D [cm" 1 ] =2185 (ON), 1768 (O0) r 1598, 1545, 1470, 1420, 1328, 1253, 1082. 883 
EL-MS: (70eV; 280 Q C) [M* '] = 644 

UV/VIS: Dianion: Zusatz Trielhylamin Ration: Zusatz: konz. Schwefelsaure 



60 
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Losungs- 
mittel 


Dianion 

0m» Inm] (Dnux IM- 
W]) 


Kalion 

Doui [nm] (Dmu |M" 
W'D 


Methanol 


817 (125200) 


746 (87100) 


Acelonitril 


830(122000) 


745 (79000) 


Aceion 


830(132500) 


761 (72500) 



Beispiel 2 

15 Synthese von 5,6,2',7 -Tctrachlor-3 , ,6*-bis-(2-propyl-dinilril)-fluoran 6c 



a 




Ansatz: 3,5 g 5,6,3',6-Tetrachlorfluoran (8,00 mmol) 
25 1,6 g Malonsauredinitril (24,21 mmol) 

2,4 ml n-Butyllithium, 10M in Hexanfraktion (24,00 mmol) 
Durchfiihrung: Melhode 2 

Reinigung: Chromatographic an Kieselgel (Trockensaule) EE/FE 3 : 2 
Ausbeute: 2,95 g = 5,21 mmol = 65% d. Th. 
30 Analyse: CseHaCUN^A M 0 = 566,1 9 g/mbl 
Ben C 55,16%; H 1,42%; N 9,90%; 
^-NMR: 400 MHz LM: DMSOcfc 



Proton en 


D [ppm] 


Signal- 




(Anzahl) 


aufspaltung/ J [Hz] 


H4 


8,26(1) 


s 


H7 


7,80(1) 


s 


H 178' 


6,88 (2) 


5 


H 475' 


6,89 (2) 


S 



FT-IR (KBr): v[cnr l ] = 2189 (CaN); 1633; 1569; 1461; 1321; 1203 
45 UV/VIS: Dianion: Zusatz Triethylamin 
Anion: Zusatz: Essigsaure 



so 


Losungs- 
mitte! 


Dianion 

□m.x [nm] (Omx [M- 

W)) 


Anion 

D™, [nm] (CU |M" 

W'l) 




Methanol 


716(97000) 


728 (99500) 


ss 


Aceton 


730 (74000) 


744 (93500) 



Beispiel 3 

Synthese von 3\6*-Bis-(cyanessigsauxe-ethylester>2-yl)-fluoian 8a 




Ansatz: 5,0 g 3\6'-Dichlorfluoran (13,54 mmol) 
4,1 ml Cyanessigsaureethyiesier (38,49 mmol) 
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5,5 ml Diisopropylamin (39.03 mmol) 

3,9 ml n-Butylliihium, 10M in Hexanfraktion (39 ? 00 mmol) 

Durchfuhrung: Methode 2 

Reinigung: Cbromalographie an Kieselgel (Trockensaule) EE/PE 1 : 1 

Ausbeute: 4,53 g = 8,67 mmol = 64% d. Th. 

Analyse: C30H22N2O7, M G = 522,54 g/mol 

Ber: C G8,95%: H 4,25%; N 5,36%; 

Gef: C 68,51%; H 4,38%; N 5,47%. 

! H-NMR: 400 MHz LM: CDC1 3 



Protonen 


0 [ppmj 


Signal- 




(Anzahl) 


aufspaltung / J [Hz] 


H4 


8,06(1) 


d/8,6 


H5 


7,70 (1) 


t/7,3 


H6 


7,66 (1) 


t/7,3 


H7 


7,16 (1) 


d/7,8 


H 178' 


6,91 (2) 


d/8,3 


H2'/7 


7,19 (2) 


d/8,3 


H 475' 


7,14 (2) 


s 


-CH-CN 


4,75 (2) 


s 


-CH 2 - 


4.27 (4) 


q/7,68 


-CH 3 


1.31 (6) 


t/7,08 



EI-MS: (70 eV; 260°Q [M + *] = 522 
UV/VIS; 

Dmax = 695 nm; O mAX = 10 5000 M~ l (Aceton, 2us. TYiethylaroin) 
□ max = 676 nm; = 1 1 9500 M~ l (Methanol, Zus. Triethylarnin) 

Beispiel 4: 

Synrhese von 3'-(2-Benztoiazolyliden<yanmetoin)-3'-(2-cto 3b 




AnsaU: 4,00 g 3 , -(2-Ch*molinyUd-cyanineibylen)^,5,67,6*-penUfchlorflluoran (6,26 nunol) 

1 ,20 g 2-Cy anmcthylbcnzihiazol (6,89 mmol) 

0,97 ml Diisopropylamin (6,86 mmol) 

0,70 ml n-Butyllithium in Hexanfraktion, 10M (7,00 mmol) 

Reinigung: Chromatographie an Kieselgel, Trockensaule EE/PE 1:3 

Ausbeute: 1,85 g = 2,38 mmol = 38% d Th. 

Analyse: C40H18CI4N4O3S M G « 776,49 g/mol 

Ber: C 61,87%: H 234%; N 7,22%; 

Gef: C 61,62%; H 234; N 8,04%. 

UV/VIS: 

D B „ = 859 nm; = 40 500 M" 1 (Methanol Zusatz 'BuOK) 
□m« = 867 nm; □ max = 37 500 M" l cm" 1 (Acetonitril, Zusatt TEA) 

Beispiel 5 

Synthese von S'-^-Benzthiazolylid-cyanmethyle^-e-chlorfluoran la 




9 



1992316&A1 I > 



DE 199 23 168 A 1 



Ansaiz: 2,0 g 3 , -(2-Benzthiazolylid-cyanmeLhylen)-6 -chlorfluoran (3,95 mmol) 
Reinigung: Chromatographic an Kieselgel (Trockensaule) EE/PE 2 : 1 
Ausbeute: 1,95 g = 3,51 mmol = 89% 
Analyse; C34H25N3O3S Mg = 555,66 g/mol 
5 Ben C 73,49%; H 4,54%; N 7,56%; 
Gef: C 73,03%; H 4,82%; N 7,64%. 
EI-MS: (70eV/300°Q [M + *) = 555 
UV/VIS: 



Losungs- 
rnittel 


Anion 

□max [nm] (Dnux [M* 


Kation 

Dnux (nm] (Dnux [M' 

W 1 ]) 


Methanol 


723 (55000) 


624 (60500) 


Acetonitril 


722 (13500) 


623 (42000) 



Weitcre Beispiele fur synihetisierte Derivate sind in den Tabellen 1-9 en th alien. 



20 Tfcbellel 



3'-(2-Benzthia2olybden-cyanineihin)-6-(N-piperidinyl)-fluorarie 



25 


Nr. 


Name 


Stmktur 




Ausbeute 


Snax 
[nm] 
in MeOH 


30 


la 


3'-(2-Benzthiazoiylideri- 
cyanrne thin) -6'- ( N-piperidinyl) - 
fluoran 




VP 


89% 


723 


35 
40 


lb 


3'-(2-Benzthiazolyliden- 

cyanmcthin)-6'*(N-piperidinyl)- 

5,6-dichlorfluoran 






88% 


730 



45 

TabcUc2 

3 , r 6 > -Bis-(2-benzthia2olyliden-cyaninethin)-fluoraDe 
50 - 





Nr. 


Name 


Stmktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 


55 


2a 


3',6'-Bis-(2-benzth iazolyliden- 
cyanmethin)- fluoran 




78% 


817 


60 




Methode 2 


A 6* 6* h 







65 
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Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


Snax 
nm] 

nMeOH 


2b 


3',6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin) -5(6) -carboxyflucran 

Mcthodc 2 


in tN H 


69% 


S19 


2c 


3',6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-5(6)-sulfofluoran 

Methode 2 




65% 


825 


2d 


3',6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-4^5'-dibromfluoran 

Methode 1 


*> 


49% 


845 


2e 


3\6'-Bis-(2-benztMazolyLiden- 
cyanmethin)-5,6-dichIorfluoran 

Methode 2 




73% 


834 


2f 


3',6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 

cyanmethin)-4,5,6»7- 

Letrachlorfluoran 

Methode 2 




67% 


876 


2g 


3' ) 6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-2',7'-dichlorfluoran 

Methode 1 




44% 


860 


2h 


3 ,6 -Bis-(2-benztniazoIyhden- 

cyanmethin)-4,5,2',7'- 

tetrachlorfluoran 

Methode 2 


Q 


86 % 


0*7 A 

67 4 
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] 

5 


Sir. 1 


^ame 5 


Struktur J 


) 

kusbeute 

i 


"max 
nm] 

nMeOH 


10 


2i 


3 \ 6'-Bis-(2 -benzth iazolyliden- 

cyaiuneLhin)-3»4,5,6»2',7'* 

fiexachlorfluoran 

Methode2 


a a 




56% 


m 


15 


2) 


3',6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-4',5'-diraethyifluoran 


<TVs 




71% 


859 


20 




Methodc 1 








25 


2k 


3 > ,6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-5,6-dichlor-4\5'- 
dimethylfluoran 

Methode 1 


Q 




55% 


865 


30' 


21 


3',6'-Bis-(2-benzthia2olyliden- 
cyanmethin)-4,5 > 6 > 7- tetrachlor- 
4',5'*dimethylfluoran 


a. a 




57% 


890 


35 




Methodc 1 










40 
45 


2m 


3\6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmelhin)-2\7'-dihexylfluoran 

Methode 1 




52% 


839 


50 


2n 


3' ) 6 / -Bis-(2-benzthiazolyliden- 

cyanmethin)-5(6)-carboxy-2' > 7'- 

dihexylfluoran 

Methode 1 


h 7n 


Vo 

6^ h 


35% 


842 


55 


2o 


3',6'-Bis-(2-benzlhiazolyliden- 
cyanraethin)-5»6-dichlor-2',7'- 
dihexylfluoran 


i a 




66% 


856 


60 




Methode 1 


H CN 









65 
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Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


X max 

[nm] 
in MeOH 


5 


2 n 


V 6'-Bis-f2-benzlhiazolvliden- 




78 % 


882 






cyanmethin)-4,5,6,7-tetrachlor- 










2',7'-dihexylfluoran 








10 




Methode 1 











15 

Tabelle 3 



3-(2-Benzthiazolyliden-cyaniTicthin)-6 , -(2-chinolinyliden-cyanmethin)-fluorane 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 


3a 


3'-(2-Benzthiazolyliden- 

cyanme thin) -6 ( 2 -ch inolinyliden - 

eyanmeth in) -5,6- dichlorfluoran 




42% 


843 


3b 


3'-(2-Benzth iazolyliden- 
cyanmethin)-6'-(2-chinolinyliden- 
cyanmethin)-4,5 > 6»7- 
tetrachlorfluoran 




38% 


859 


3c 


3'-(2-Benzthia2olyliden- 
qranTnethin)-6'-(2-chiriolinyliden- 
cyanrnethin)-5i6 ( 2',7'- 
tetrachlorfluoran 


0 


41% 


880 


3d 


3 # -(2-Benzthiazolyliden- 

cyanmethin)-6'-(2-chinolinyliden- 

cyanmethm)-4^'-dlmethylfluoran 




45% 


835 



55 



60 



65 
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5 

10 
15 

20 
25 


Nr. 


Name ! 


Struktur j 


\usbeute 


L 

max 
[nm] 
in MeOH 


3e 


3'-(2-Benzthiazolyliden- 

qranme th in ) -6'- (2-chinolinyliden - 

cyanmelhin)-5,6-dichlor-4',5'- 

dimethylfluoran 


o 


35% 


848 


3f 


3'-(2-Benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-6'-(2-chinolinyliden- 
cyanme th in) -4,5,6,7 - tetrachlor- 
4\5'-dimethylfluoran 




28% 


860 




3'-(2-Benzthia2olyliden- 
q^anmethin)-6'-(2-chinolinyliden- 
cyanmeth in) -4,5,6,7 - te trach lor- 
2\7'-dihexylfluoran 




25% 


886 


30 
35 




Tfcbelle4 

3\6'-Bis-(4-chinolinyliden-cyanmethin)-fluc»ane 


40 
45 
50 


Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 


4a 


3 / > 6'-Bis-(4-chinolirtyliden- 
cyanm eth in ) -fl uoran 

Methode 1 




39% 


795 


4b 


3',6'-Bis-(4-chinolinyliden- 

cyanmethin)-5,6-2',7'- 

tetrachlorfluoran 

Methode 1 




32% 


874 



60 
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Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 

[nm] 
in MeOH 


5 


4c 


3 ( 6*-Dis-(4-cninoiinyliaen- 




DA 70 


an? 






cyanmelhin)-4,5,6 > 7-tetrachlor- 












2' > 7'-dihexylfluoran 








10 




Methode 1 











IS 

TabeUeS 



3-(2-Benzihia2oly^cyanmethin>6-(2-ben2thia2olyUden-cyanmethin)-9-(2-ph 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 


5a 


3- (2 -Benzth iazolyl-cyanmethin) -6- 
(2 -benzth iazolyiiden - 
cyan me thin) -9- (2- 
phenylcarbonsaure-benzylester)- 
xanthen-3-yliden 




64% 


838 


5b 


3-(2-Benzthiazolyl-cyanmethin)-6- 

(2-benzthiazolyliden- 

cyanrnethln)-9-[2- 

phenylcarbonsaure-(2- 

chlorethyl)esterl- 

xanthen-3-yliden 




59% 


840 


5c 


3-(2-Benzlhiazolyl-cyanmethin)-6- 

(2-bcnzthiazolyliden- 

cyanrnethin)-9-(2- 

phenylcarbonsauTe-ethylester)- 

xanthen-3-yliden 




73% 


840 



50 



55 



60 



65 
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Nr. ] 


Same 5 


Struktur J 


) 

Uisbeute 


max 

L nrn] 
inMeOH 


5d 


3-(2-Benzthiazolji-cyanmerhin)-6- 

[2-benzthiazolyliden- 

cyanmethiii)-9-(2- 

jhenylcarbonsaure-myristylester)- 

xanthen-3-yliden 


■ 


58% 1 


840 


5e 


3-(2-BenzthiazolyI-cyanmethin)-6- 
i >benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-9-[2- 
>henylcarbonsaure-(N- 
lydroxysuccinimidyl) -ester] - "~ 
xanthen-3-yliden 




62 % 


831 


5f 


3- (2-Benzth iazolyl-cyanmeth in ) -6- 

(2-benzthiazolyliden- 

cyanmethin)-9-[2- 

phenylcarbonsaure-(2- 

triethylenglykolester] - 

xanthen-3-yliden 




58% 


840 


o 


3-(2-Benzthiazolyl-cyanmethin)-6- 

(2-benzthiazo!yliden- 

cyanmethin)-9-{phenyl-2,4(5)-bis- 

[carbonsaure-(N- 

hydroxysuccLnimidy])-ester) ) - 

xanthen-3-yliden 




51 % 


833 


j ll 


3-^2-DcnztKiazolvl-cvanmclhiriV6- 

(2-benzthiazolyliden- 

cyanmelbin)-9-(3 ) 4,5,6- 

tctrachlorphenyl-2-carbonsaure- 

ethylesler)- 

xanlhen-3-yliden 


a 


48% 


880 


5i 


3-(2-Benzthiazolyl-cyanmethin)-6- 

(2-benzthiazolyliden- 

cyanmethin)-9-(2- 

phenylcarbonsaure- 

morpholinamid)- 

xanthen-3-yliden 




64% 


852 



65 
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TabeUe 6 



3',6'-Bis-(2-propyldinitril)-fluorane 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 

in MeOH 


6a 


3\6'-Bis-(2-propyldinitril)-fluoran 
Melhode 2 


CN CM 


56% 


673 


6b 


5(6)-Carboxy-3',6'-bis-(2- 
propyldinitrU)-fluoran 

Methode 2 


CN CN 


60% 


675 


6c 


5,6-Dichlor-3\6'-bis-(2- 
propyldinitril)-fluoran 

Methode 2 


a 


58% 


683 


6d 


4,5,6,7 -Tetrachlor-3',6'-bis-(2- 
propyldinitril)-fluoran 

Methode 2 




16% 


710 


6e 


5,6^7'-Tetrachlor-3\6'-bis-(2- 
propyIdinitril)-fluoran 

Methode 2 


a 


67% 


716 


6f 


S^-Dichlor^'^'-dimethylO'.e'-bis- 
(2-propyIdinitril)-fluoran 

Methode 2 




61 % 


690 



55 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


J. 

max 
Inm] 
in MeOH 


«6 


St^Carboxy-r^r-dichlor^'^'-bis. 
(2-propyIdinitril) ~fluoran 

Methode 2 




30% 


700 
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Tabelle 7 



2,7 Dichlor-3,6-bis-(2-propyldini in l)-9- (2,4(5)- phenyl-dicarbonsaure-di-(N-hydroxysucciniuiidylester)-xanihen-3-yli- 

den 





Name 


1 

Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
inMeOH 


7 


2,7-Dichlor-3,6-bis-(2-propyldinUril)-9- 
(2>4(5)-phenyl-dicarbonsaure-di-(N- 
hydroxysuccinimidylester) -xan then-3-yliden 




15% 


708 



Tabelle 8 

3 , ,6"-Bis-(cyancssigsaureethylcster-2-yl)-fluorane 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


X max 
[nm] 
in MeOH 


8a 


3',6'-Bis-(cyanessigsaureethylester- 
2-yl)-fluoran 

Methode 2 




64% 


676 




Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


X max 
[nm] 
in MeOH 


8b 


5(6)-Carboxy-3',6'-bis- 

(cyanessigsaureethylester-2-yl)- 

fluoran 

Methode 2 




62% 


678 


8c 


5,6-Dichlor-3',6'-bis- 

(cyanessigsaureethylester^-yl)- 

fluoran 

Methode 2 




62% 


680 
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Tabelle 9 



3,6-Bis-(cyanessigsaureethylester-2-yl)-9-(2-phenylcarbonsaure-ethylesier)- 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in Aceton 


9a 


3,6-Bis- (cyan ess igsaureethylester-2- 

yl)-9-(2-phenyl-carbonsaure- 

cthylester)-xanthen-3-yliden 


o (i^yS^i 0 


60% 


695 


9b 


3,6-Bi5-(cyancssigsaureethylester-2- 
yl)-9-(2-phenyl-carbonsaure-(N- 
hydroxysuccinimidy])ester|- 
xanthen-3-yliden 




62% 


6S9 


9c 


3 > 6-Bis-(cyanessig5aureethylester-2- 
yl)-9-(2,4(5)-phenyI-dicarbonsaure- 
dielhylester)-xanthen-3-yliden 




60% 


701 



Nr.* 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


Snax 
[nm] 

in Aceton 


9d 


3,6-Bis-(cyanessigsaureethylester-2- 
yi)-9-(4,5-dichlor-2-phen)1- 
carbonsaure-ethylester)-xanlhen-3- 
yiiden 


a 


54% 


720 


9e 


3,6-Bis-(cyanessigsaurcethylcstcr-2- 

yi)»9-[4 > 5-dichlor-2-phenyl- 

carbonsaure-(N- 

hydroxysuccinimidyl)ester]- 

xanthen-3-yliden 




64% 


731 


9f 


3,6-Bis-(cyanessigsMureethylester-2- 
yl)-9-{2 > 4(5)-phenyl-dicarbonsaure- 
di-(N-hydroxysuccininiidylester)- 
xanthen-3-yliden 




20% 


698 
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Pa ten tan sprue he 




R4 



R5 




R1 
R8 



R2 



R9 



R10 




R7 



R11 



R6 



worin Rl , R2, R3, R4, R5 unabhajigig voneinander Wasserstoff, Alkyl, Aryl, Heteroary 1, Alkoxy, Cyano, Hydroxy, 
Halogen, Isocyanat, Isothiocyanat oder Carboxyl, Sulfonyl, bzw. Derivate davon wie Alkoxycarbonyl, Aryloxycar- 
bonyl, Aktivester, SSurehalogenide, gemischte Anhydride oder unsubsiituierte oder substituiene Aminoresie, spe- 
ziell G>-Aminoalkohole, co-Aminocarbonsauren oder Q-Aminohalogenalkane sein konnen; 

es sicb bei den Resten R6, R7, R8, R9, RIO, Rl 1 unabhangig voneinander urn Wasserstoff, Alkyl-, substituiene Al- 
kylreste oder Halogenid, insbesonders Wasserstoff oder Alkylreste rarit 1-10 C-Atomen, oder Sulfoalkylreste, ins- 
besonders Sulfomethylreste oder Chlor bzw. Fluor hahdell 

und wobei X und Y Elektronenziehende Reste reprasenueren, oder X oder Y einen elektronenziehenden Rest und Y 
oder X ein Arnin oder ein substituiertes Amin darstellen. 

2. Xanthenderivate gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die elektronenziehenden Rest aus den Grup- 



a) der Aryhden- bzw, Heteroarylidencyanmethine, z. B. 2-Benzthiazolyhdencyanmethine oder 2- bzw. 4-Chi- 
nolinylidencyanine thine oder 

b) der Malonsaurederivate, z. B. 2-Propyldinitril-Resten oder Cyanoessigsaureester stammcn. 

3. Xanthenderivat gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB X gleich Y ist 

4. Xanthenderivat gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB X ungleich Y isL 

5. Xanthenderivat gemaB Anspruch 1, 2 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB X oder Y einen Amin-, bzw. substi- 
tuierten Amin-Rest bedeutet, und Y oderX jeweils einen elektronenzienenden Rest reprasentiert 

6. Xanthenderivate gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB X oder Y ein Alkylsubstituiertes oder cycli- 
scbes Amine bedeutet. 

7. Xanthenderivate gemaB Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB ririndesteos einer der Reste Rl bis Rll 
eine aktivierbare Gruppe, z. B. eine (^arbonsaure oder Suifonsauregnippe darstellt oder eine aktivierte Gruppe, z. B. 
ein(en) Saureesler, Saureanhydrid, Saurehalogenid oder N-Hydroxysuccinimidester darstellt. 

8. Xanthenkonjugatbestehend aus einem Xanthenderivat nach Anspriichen 1-7 sowie mindestens einemBiomole- 



9. Xanthenkonjugat gemaB Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die biologisch aktive Gruppe ein Hap- 
ten, Antigen, AnlikOrper oder Protein darslellL 

10. Xanthenkonjugat gemaB Anspruch 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB das Biomolckul cin Mono- oder Polynu- 
kleotid darstellt 

11 . Verfahren zur Bestimmung einer Substanz, bei welchem die spezifische Binderreakuon an diese Substanz Ciber 
Veranderungen der Absorption, Fluoreszenz oder Fluoreszenzpolarisation ennittelt wird, dadurch gekennzeichnet, 
daB ein Konjugat gemaB Anspruch 8 oder 9 eingesetzt wird. 

12. Verwendung eines Konjugates gemaB Anspruch 9 fiir diagnostische Verfahren. 

13. Verwendung eines Konjugates gemaB Anspruch 10 in der Nuclei nsaure-Analytik. 

14. Verwendung der Konjugate gemaB Anspruch 9 oder 10 in Energy-Transfer Systemen. 

15. Verwendung der Xanthenderivate gemaB Anspruch 1 bis 7 zum Farben von Latexpartikeln. 

16. Verwendung der Xanthenderivate gemaB Anspruch 1 bis 7 alsin vivo-Farbstoffe. 

17. Verwendung der Xanthenderivate gemaB Anspruch 1 bis 7 als LaserfarbstofFe. 

18. Verfahren zur Herstellung der Xanthenderivate der Fonnel I gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
^'-abgangsgruppensubstituierte Xanthene oder Fluorane mil C-Nukleophilen (aus CH-aciden Vferbindungen) um- 
gesetzt werden. 



pen 



kul. 



